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La hiperglucemia sostenida incrementa la glicacion de proteinas. En parti-
cular, las modificaciones en las lipoproteinas de baja densidad (LDL) au-
mentan su potencial aterogénico. En este trabajo se comparan las modifica-
ciones producidas por la glicacion in vitro de LDL aisladas por dos métodos:
precipitacion selectiva (PS) y ultracentrifugacion (UC). Para ello, se deter-
mino el incremento de fructosamina, el consumo de los grupos e-amino de
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Long-term hyperglycemia increases protein glycation. In particular, modifi-
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determined. Results showed significant differences vs. basal (p<0.05) for all the tested pa-
rameters, with coincidence for the two separation methods both in time and grade of modi-
fications. The atherogenicity of glycated LDL separated by SP was studied in macrophages
RAW 264.7 in culture, through the formation of foam cells and the quantification of the dye
taken up by the cellular storage lipids. Results show that the uptake of modified LDL by ma-
crophages increased with the time of incubation, being the atherogenicity of glycated LDL
greater than native LDL (p<0.001, 1 h at 37 °C). The selected SP procedure, within the fa-
cilities of routine biochemical laboratory, enables the evaluation of the modifications cau-
sed by glycation in the LDL of diabetic patients.

Key words: glycation * low density lipoproteins * selective precipitation of low density lipo-
proteins * atherogenicity * macrophages

Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un fuerte factor de
riesgo para el establecimiento de ateroesclerosis (1-3).
La hiperglucemia sostenida produce un incremento
en el nivel de glicaciéon de proteinas plasmaticas y es-
tructurales. En particular, las lipoproteinas de baja
densidad (LDL) son afectadas por glicacién y glicoxi-
dacién produciéndose en ellas modificaciones fisico-
quimicas y alteraciones del metabolismo, que involu-
cran no so6lo la porcién proteica, sino ademds al
componente fosfolipidico (4). Entre los efectos provo-
cados en la fraccion proteica se encuentra un aumen-
to en la fructosamina (5) (6) y modificacién de los re-
siduos de lisina, arginina y triptofano (7-11); ademas,
se altera la interaccién de las LDL con su receptor
(Apo B 100/E) y, por lo tanto, su aclaramiento, pu-
diendo contribuir asi a elevar los niveles de LDL en in-
dividuos con diabetes (12). Estas LDL modificadas son

tomadas por los macréfagos a través de receptores sca-

venger y mediante otros mecanismos adin no dilucida-
dos. Su transformacion en células espumosas constitu-
ye una etapa relevante en la iniciacién de la lesion
ateroesclerdtica (13). Por este motivo, la captacién de
LDL modificadas ha sido extensamente estudiada en
cultivos celulares (14) (15).

Las LDL pueden ser aisladas del suero o plasma
por diferentes métodos (16). La precipitacion selec-
tiva (PS), de amplia aplicacién en el laboratorio clini-
co, correlaciona bien con la ultracentrifugaciéon (UC)
en cuanto a la composicién en colesterol de las LDL
aisladas (17).

La primera demostracion del incremento de la gli-
cacion de las apolipoproteinas expuestas a altas con-
centraciones de glucosa data de 1981 (18). A partir de
alli, en particular la glicaciéon de las LDL aisladas por
UC, ha sido ampliamente investigada frente a distintas
concentraciones de glucosa, variando las condiciones
de ensayo, garantizando la esterilidad y minimizando
los fenémenos de oxidacién y de degradacién de pro-
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teinas (12) (19) (20); sin embargo, este tipo de estudios
no ha sido planteado para LDL separadas por técnicas
de precipitacion selectiva.

El propésito de este trabajo fue aislar LDL de un
pool de sueros por un método de PS con citrato-hepa-
rina (17) y por UC seguida por cromatografia de filtra-
cién en gel (21), y evaluar comparativamente la natu-
raleza, cinética y extensién de las modificaciones de
las LDL sometidas a glicacion, en presencia de antibio-
ticos, antioxidantes e inhibidores de proteasas. Las al-
teraciones fisicoquimicas fueron investigadas sobre la
base del consumo de los grupos €-amino de lisina, gua-
nidinio de arginina y a través de la disminucién de la
fluorescencia a 280 nm atribuida al triptofano. Se mi-
di6 también en la misma fraccién el incremento de
fructosamina o producto de Amadori, como indicador
de glicacién temprana. Se monitored la ausencia de
productos de peroxidacion lipidica mediante el ensa-
yo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) (13).

A continuacion, se investigo la capacidad aterogéni-
ca de las LDL precipitadas y glicadas, en cultivos celu-
lares de una linea de macréfagos de ratén (RAW
264.7) por observacion microscopica de células espu-
mosas y cuantificacién del colorante Oil Red extraido
de las gotas de lipidos depositados en el citoplasma de
los macroéfagos (14).

La expectativa de este trabajo es extender al labora-
torio clinico a través de mediciones sencillas, determi-
naciones que evalien el grado de glicacién de las
LDL, para aportar un dato util que complemente la
evaluacion del paciente diabético.

Materiales y Métodos

MATERIALES

Heparina sédica 50.000 U/L (Northia); citrato de
sodio (Mallinckrodt); bromuro de sodio y acido etilen-



diaminotetracético sal sédica (EDTA) (Laboratorios
Anhedra); penicilina/estreptomicina (Laboratorios Ri-
chet); glucosa, hidroxitoluenobutilado (BHT), fenil-
metil-sulfonil-fluoruro (PMSF), Coomassie Brilliant
Blue G-250, acido trinitrobencensulfénico, L-lisina, L-
arginina, triptofano, azul de nitro tetrazolioy 1,1,3,3-te-
trametoxipropano (malondialdehido, MDA) de Sigma
Chemical; acetato de celulosa (Helena); medio de cul-
tivo RPMI-1640 (Gibco); Oil Red (Chemar). Otras dro-
gas y reactivos de fuente comercial y grado analitico.

MUESTRA

Para el aislamiento de las LDL se utilizé una mezcla
de sueros frescos, obtenidos por puncién venosa de
personas adultas sanas con un ayuno de 12 horas, sin
enfermedad aparente detectada sobre la base de los
analisis quimico-clinicos. Una alicuota de la misma se
conservo en heladera a 4 °C hasta su procesamiento
dentro de las 6 horas por el método de PS y otra fue
inmediatamente suplementada con EDTA 1 mM y
conservada en heladera a 4 °C hasta su procesamiento
por el método de UC.

Métodos

AISLAMIENTO DE LAS LDL POR PRECIPITACION
SELECTIVA

El reactivo precipitante contenia citrato de sodio
64 mmol/L, pH 5,12 y heparina sédica 50.000 U/L. Se
precipitaron las LDL adicionando 1 mL de reactivo
por cada 10 mL de suero. Se mezcl6 e incub6 durante
10 min a temperatura ambiente. Se centrifugé duran-
te 15 min a 3.000 rpm y se procedié a lavar el precipi-
tado una vez con solucién fisiologica (NaCl 9 g/L). Se
resuspendieron las LDL con solucién de NaCl 5% en
buffer fosfato 0,05 M, pH 7,2 en el volumen necesario
para obtener una solucién lipoproteica con una con-
centracion de proteinas entre 3 g/Ly 4 g/L.

AISLAMIENTO DE LAS LIPOPROTEINAS POR
ULTRACENTRIFUGACION Y FRACCIONAMIENTO
DE LAS LDL POR CROMATOGRAFIA

Para la flotacion se disolvieron 0,282 g de NaBr por
cada mililitro de muestra, homogeneizando en hielo y
protegido de la luz. Se ajusté la densidad a 1,21 g/mL.
Para la ultracentrifugacién se emplearon tubos Beck-
man de 26,3 mL de capacidad y se centrifugaron con
rotor de dngulo fijo Beckam tipo Ti serie 9702729 a
55.000 rpm durante 44 horas a 4 °C. Se aspir6 el con-
tenido lipoproteico concentrado en la porcién supe-
rior de cada tubo con pipeta Hamilton. Para fraccio-
nar las LDL se usé el método de FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatography), empleando para tal fin una
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columna de Sephacryl S 300 (22). Se sembr6 la totali-
dad del volumen obtenido en la etapa anterior y se efec-
tud la elusién con buffer tris 10 mM-NaCl 0,15 M y azida
0,01%, pH 8,0, con una velocidad de flujo de 0,5 mL
por minuto. Las distintas fracciones lipoproteicas se
identificaron con un detector para luz ultravioleta
Pharmacia LKB Uvicord SII (Upsala, Suecia) y se reco-
lecté la correspondiente al segundo pico de elusién
cromatografico propio de las LDL.

CARACTERIZACION DE LAS LDL

Se tomaron alicuotas de las LDL aisladas por los dos
métodos, y se sometieron a electroforesis en acetato de
celulosa seco, empleando buffer tris barbital pH 8,8 y
fuerza iénica p=0,075. La corrida se efectué a 150 V,
durante 30 min. Se coloreé con una solucién de Azul
brillante de Coomassie G-250 al 0,1% en solucién de
metanol-dcido acético-agua (45:10:45 v/v) durante 10
min, procediendo luego a su decoloracién con la solu-
cién metanol-dcido acético-agua (45:10:45 v/v).

CINETICA DE GLICACION

Se cuantificé previamente el contenido proteico de
las LDL aisladas por PS y por UC. Se ajust6 la concen-
tracién proteica a un valor equivalente a 3 g/L con buf
fer PBS. Inmediatamente, se adicionaron a ambos pro-
ductos los volimenes necesarios de buffer PBS para
obtener concentraciones finales de EDTA 1 mM, peni-
cilina 100 Ul/mL, estreptomicina 100 pg/mL, BHT
20 pM y PMSF 0,5 mM (19).

Las mezclas resultantes fueron prefiltradas em-
pleando papel de filtro y esterilizadas posteriormente
por filtracién bajo campana de flujo laminar.

Ensayo cinético: se fraccionaron alicuotas del pro-
ducto esterilizado que contenia a las LDL y se fue adi-
cionando glucosa estéril de manera de obtener una
concentracion final de la misma de 200 mM. Los agre-
gados de glucosa comenzaron por la alicuota que fue
incubada a 37 °C durante 16 dias y se continu6 sucesi-
vamente para obtener los tiempos de incubacién co-
rrespondientes a los dias 12, 8, 4, 2, 1 y 0 (basal). Una
alicuota control sin glucosa fue incubada en las mismas
condiciones durante 16 dias. Al final de los mismos,
una alicuota correspondiente a cada dia fue dializada a
través de una membrana de permeabilidad selectiva de
15 kDa, y el volumen inicial fue reconstituido con buf-
fer PBS estéril, ajustando la concentracién proteica a
1,5 g/L. Las alicuotas asi obtenidas fueron conservadas
a - 20 °C para las determinaciones quimicas y el estu-
dio de aterogenicidad en cultivos celulares.

DETERMINACION DE PROTEINAS TOTALES

Se cuantificé el contenido proteico en la fraccion
de las LDL mediante el método de Bradford (23). Se
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dispensaron 10 pL de las LDL aisladas a 2 mL de reac-
tivo: Azul brillante de Coomassie G-250 al 0,01% (p/v)
en etanol al 95% y dcido fosférico 8,5% (p/v). Se leye-
ron las absorbancias del complejo formado a 595 nm
entre 2 minutos y 1 hora. Las determinaciones se efec-
tuaron por triplicado y la concentracién proteica se
calculé a partir de una curva de calibracién emplean-
do un estandar de seroalbimina bovina.

DETERMINACION DE L-LISINA

La presencia de amino grupos reactivos se estimé
usando el dcido trinitrobencensulfénico (TNBS) (24).
Brevemente, 100 pL de las LDL aisladas se mezclaron
con 1 mL de NaHCOg3 al 4%, pH 8,4 y 100 pL de
TNBS. Se incub6 1 hora a 37 °C, se adicionaron 100
pPL de HCI 1N para frenar la reaccién y se procedi6 a
la lectura de absorbancias a 340 nm. Las determinacio-
nes se efectuaron por triplicado y el contenido de lisina
en las LDL se calculé mediante una curva de calibra-
cién a partir de una soluciéon madre de L-lisina 2 mM.
El coeficiente de variacion intraensayo (CV%) fue de
8% para 20 repeticiones. Los resultados finales se ex-
presaron en forma relativa al contenido proteico en
nmoles de L-lisina/mg de proteina.

DETERMINACION DE ARGININA

Se cuantifico el contenido de arginina en la frac-
cién LDL mediante el método propuesto por Sastry y
col. (25). Brevemente, a 50 pL de las LDL aisladas se
le adicionaron sucesivamente 530 pL de agua destila-
da, 400 pL de solucién de timol al 0,02% en NaOH
0,01N e hipobromito de sodio 2% en NaOH al 5%. Se
leyeron las absorbancias de las especies coloreadas a
440 nm. Las determinaciones se efectuaron por tripli-
cado y el contenido de arginina se calcul6 mediante
una curva de calibracion a partir de una solucién ma-
dre de arginina al 1% (p/v) en NaCl al 5%. El coefi-
ciente de variacion intraensayo (CV%) fue de 3% para
20 repeticiones. Los resultados finales se expresaron en
forma relativa al contenido proteico en nmoles de ar-
ginina/mg de proteina.

DETERMINACION DE TRIPTOFANO

Se cuantifico el contenido de triptofano en las LDL
empleando un espectrofluorémetro Aminco-Bowman
SPF 100 (Silver Spring, Maryland, EE.UU.) utilizando una
A de excitaciéon de 280 nm y A de emisién de 335 nm (7).
Se utiliz6 un patrén de quinina en acido sulftirico
(1 pg/mL) para calibrar y monitorear el funciona-
miento de la ldmpara. Se tomaron 200 pL de las LDL
llevando a un volumen final de 1 mL con buffer PBS,
usando como estdndar una solucién de triptofano 1
mM. Las determinaciones se efectuaron por duplicado
y los resultados finales se expresaron en forma relativa
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al contenido proteico en nmoles de triptofano /mg de
proteina.

DETERMINACION DE FRUCTOSAMINA

Se utiliz6 el método de la fructosamina para carac-
terizar los productos de glicacién tempranos sobre las
proteinas (5) (26). Brevemente, a 1 mL de reactivo
que contenia una solucién de azul de nitro-tetrazolio
0,25 mM en buffer carbonato de sodio 0,1 M, pH 10,8,
se le adicionaron 150 pL de las LDL. Se incub6 a 37 °C
y se leyeron las absorbancias del producto formado a 530
nm a los 10 y 15 min de incubacién. Las determinacio-
nes se efectuaron por duplicado y la concentracién de
fructosamina se calcul6 a partir de las diferencias de ab-
sorbancias mediante una curva de calibracién emplean-
do para tal fin un estandar de desoximorfolinofructosa
de concentracién 3,6 mmol/L. El resultado final se ex-
preso en forma relativa al contenido proteico en nmo-
les de fructosamina/mg de proteina.

INVESTIGACION DE PRODUCTOS DE OXIDACION
LIPIDICA

El grado de oxidacién lipidica de las LDL sometidas
a glicacién fue evaluado mediante la formacién de es-
pecies reactivas al dcido tiobarbiturico (TBARS) (13).
Brevemente, 100 puL de las LDL se incubaron con 0,5
mL de écido acético 20% (p/v), pH 3,5y 0,5 mL de aci-
do tiobarbiturico 0,67% (p/v). Se llevé a bafio Maria
durante 45 min, al cabo de los cuales las muestras fue-
ron enfriadas y extraidas con butanol. Se centrifugé a
4.000 rpm y el color rosado del sobrenadante se leyé a
530 nm. Los resultados se obtuvieron a partir de una
curva de calibracién, empleando un estdndar de MDA
y se expresaron en forma relativa al contenido protei-
co como mmoles MDA/mg de proteina.

CULTIVOS CELULARES

La linea celular RAW 264.7 se cultivé en frascos de
75 cm? en RPMI 1640 suplementado con 10% de suero
fetal bovino (FBS), penicilina 100 UI /mL y estreptomi-
cina 100 pg/mL, en atmésfera humidificada que conte-
nia 5% de COz2. Cuando las células alcanzaron la con-
fluencia fueron despegadas del frasco de crecimiento
usando solucion salina fosfato tamponada (PBS)-1 mM
EDTA y se resuspendieron en RPMI- 10% FBS. Para los
ensayos, los macréfagos se cultivaron en placas multipo-
cillos de cultivo celular.

ENSAYO DE ATEROGENICIDAD IN VITRO

La aterogenicidad de las LDL aisladas por precipi-
tacion selectiva (nativas y glicadas) se evalud a través
de un ensayo de captacién in vitro, empleando macré-
fagos en cultivo.



El ensayo cinético se llevo a cabo incubando 30 pL
de LDL recién precipitadas (LDL nativa) o glicadas
(LDL glicada) con la monocapa celular durante 0, 5,
15, 30, 60 y 120 min. Luego de cada periodo de incu-
bacion, las células se fijaron con formalina durante 10
min y se colorearon con el colorante para lipidos Oil
Red 0,2% en 2-propanol 60% durante 10 min; de este
modo, los depdsitos de lipidos se verdn tefiidos de co-
lor rojo. Los preparados se observaron en un micros-
copio 6ptico Nikon 5000 (Tokio, Japon) y las image-
nes fueron captadas empleando una cdmara digital.

Por otro lado, la cuantificacién de la incorporacién
se efectud a través de la extraccion del colorante. Las cé-
lulas fueron fijadas y tefiidas como se explicé en el pa-
rrafo anterior. Luego de lavar para retirar el exceso de
colorante, el mismo se extrajo con 1 mL de dimetil sul-
foxido (DMSO). El extractivo se transfirio a tubos de
Khan y la absorbancia del extracto se determiné a 520
nm. La determinacién se realizé por cuadruplicado.

ANALISIS ESTADISTICO

Para cada uno de los métodos de aislamiento de las
LDL estudiados se aplicé un analisis de varianza con
contraste simple para comparar el tiempo 0 de incuba-
cién (basal) con los demds. Para el ensayo de capta-
cién del colorante Oil Red en cultivos celulares se em-
pled el test t de Student para analizar las diferencias
entre las LDL nativas y glicadas. Los valores para
p<0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Resultados

CARACTERIZACION DE LAS LDL

Las electroforesis de los productos obtenidos por
ambos métodos de aislamiento de las LDL revelaron la
presencia de una banda definida con movilidad B com-
parada con un suero empleado como referencia. Para
la PS se observo ligera contaminacién con albimina

(Fig.1).

CINETICA DE GLICACION DE LAS LDL

El tiempo 0 del ensayo se tom6 como basal y los re-
sultados se expresaron como porcentaje del mismo.

LISINA

Se observé diferencia significativa respecto al basal
a partir del dia 1 coincidiendo para ambos métodos,
con un valor p=0,035 para la PS y p=0,008 para UC. El
consumo de lisina fue aproximadamente 24% para el
primer dia tanto para la PS como para la UC, alcanzan-
do al dia 16 valores de 49% y 51%, respectivamente
(Fig. 2A).

Glicacidn de lipoproteinas 341

ARGININA

Se observoé diferencia significativa respecto al basal
a partir del dia 1 para ambos métodos con p<0,001
tanto para la PS como para la UC. El consumo de argi-
nina al primer dia fue 38% para la PS y 42% para la
UC, alcanzando al dia 16 valores de 71% y 65%, res-
pectivamente (Fig. 2B).

TRIPTOFANO

Se observé diferencia significativa respecto al basal
a partir del dia 1 para ambos métodos con p<0,001
tanto para la PS como para la UC. El consumo de trip-
tofano al primer dia fue 17% para la PS 'y 18% para la
UC, alcanzando al dia 16 valores de 42% y 43%, res-
pectivamente (Fig. 2C).

FRUCTOSAMINA

La diferencia significativa respecto al basal se ob-
servo a partir del dia 2 para ambos métodos con un va-
lor p=0,007 para la PS y p=0,031 para la UC. El incre-
mento de fructosamina al segundo dia fue de 140%
para la PS y de 134% para la UC, alcanzando al dia 16
valores de 215% y 217%, respectivamente (Fig. 2D).

PRODUCTOS DE OXIDACION LIPIDICA

No se detectaron especies reactivas al dcido tiobar-
bitdrico (resultados no mostrados).
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Figura 1. Caracterizacion de las LDL aisladas por electroforesis en
acetato de celulosa. Suero normal (A), LDL fraccionadas por UC (B)
y por PS (C). Las muestras se tifieron con Coomassie Blue.
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Figura 2. Glicacion de LDL obtenida por PS (- - - -) y UC (—).
LDL (1,5 g de proteinas/L), se incubaron con glucosa 200 mM hasta 16 dias. En los tiempos indicados se tomaron alicuotas para las
cuantificaciones de lisina (A), arginina (B), triptofano (C) y fructosamina (D). Los resultados se expresaron en cada caso como porcenta-
je del basal. Cada punto representa la media + SEM de los replicados.
El asterisco (*) indica el tiempo a partir del cual los datos fueron estadisticamente diferentes comparados con el valor del tiempo O.

EVALUACION DE LA ATEROGENICIDAD DE LAS
LDL AISLADAS POR PRECIPITACION SELECTIVA
EN CULTIVOS CELULARES DE MACROFAGOS

La observacién al microscopio éptico de los macré-
fagos teftiidos con Oil Red revela que en condiciones ba-
sales no se detectaron depésitos intracelulares de lipi-
dos (Fig. 3A). Luego de 1 hora de incubacién con LDL
nativa se observaron unas pocas gotas lipidicas de tama-
fio pequerio en el citoplasma de los macréfagos (Fig.
3B, flechas), mientras que cuando las células se incuba-
ron 1 hora con LDL glicada se observo la existencia de
numerosas gotas de mayor tamaro tefiidas intensamen-
te con Oil Red (Fig. 3C, flechas). Por otro lado, la obser-
vacion de la morfologia de los macréfagos indica que
se formaron células espumosas (células con depdsitos
de lipidos intracelulares) en aquellas células que se in-
cubaron con LDL glicada (Fig. 3C), mientras que las
células que se incubaron con LDL nativa conservaron
su morfologia normal (Fig. 3B). Esta diferencia morfo-
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l6gica constituye un indicio mas de la mayor aterogeni-
cidad in vitro de las LDL modificadas (Fig, 3C).

Para corroborar la observacién anterior, se decidi6
cuantificar la incorporacién de LDL (nativa y glica-
da) por medio de la extraccion del colorante que ti-
fie los depésitos de lipidos intracelulares. La incorpo-
racion de LDL glicada result6 significativamente
mayor que la incorporacion de LDL nativa, en los
tiempos estudiados. Los macréfagos RAW 264.7 in-
corporaron las LDL modificadas a partir de los 5 min
de incubacién (144+6% vs. LDL nativa; p<0.001, Fig. 4),
alcanzando el maximo a los 120 min de incubacién
(155+2% vs. LDL nativa, p<0,01, Fig. 4). Por otro la-
do, la incorporacién de LDL nativa resulté significa-
tiva solamente a los 120 min de incubacién siendo
cuantitativamente menor que la de LDL glicada
(13346 y 155+2% respectivamente, Fig. 4). Esta ob-
servacion podria deberse al hecho de que al cabo de
ese tiempo las LDL nativas podrian haber sufrido
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Figura 3. Observacion microscopica de la captacion de LDL aisladas por precipitacion selectiva.
Macréfagos sin adicion de LDL (Basal) (A). Luego de 1 hora de incubacién con LDL nativa (B) o glicada (C), los macréfagos RAW 264.7
tenidos con Oil Red se observaron al microscopio 6ptico. Las flechas indican los depésitos lipidicos intracelulares (100 X).

una alteracién en su estructura. Los cambios no se-
rian tan importantes a tiempos mds cortos.

Estos resultados también indican que existe una ci-
nética de captacioén diferente para las LDL glicadas
respecto a las nativas. Los receptores expresados por
los macréfagos captan mas eficientemente a las LDL
modificadas por glicacién en tanto que las LDL nativas
son captadas mas lentamente.

Discusion y Conclusiones

Estudios previos permitieron establecer la correla-
cién entre el fraccionamiento de las LDL por PS y por
UC. Sin embargo, en particular cuando el aislamiento
se realiza con citrato-heparina pH 5,12+ 0,2, se recono-
cen como limitaciones la presencia de concentraciones
de triglicéridos superiores a 4 g/L y estd en discusién la
posibilidad de coprecipitacién de remanentes de VLDL
en casos de hiperlipoproteinemia tipo III (16) (17).

En relacién a las condiciones seleccionadas para el
ensayo de glicacidn, estd comprobado que la concen-
tracién de glucosa utilizada (200 mM), a pesar de ex-

ceder ampliamente los niveles fisiol6gicos, genera en
las LDL modificaciones comparables en concentra-
cion a las observadas en individuos con diabetes o in-
suficiencia renal (19). Por otro lado, teniendo en
cuenta que el proceso de glicaciéon puede ir acompa-
fiado de eventos oxidativos, se minimizo la posibilidad
de que las modificaciones en las LDL se debieran a
cambios oxidativos mediante el agregado de un antio-
xidante (BHT), que atrapa los intermediarios reacti-
vos de la peroxidacion lipidica (11) y por adicién de
EDTA que actda como quelante de metales de transi-
cién que también promueven la oxidacién lipidica
(13); la ausencia de TBARS permitié concluir que se
garantizaron condiciones no oxidativas durante todo
el ensayo de glicacién. Ademas, para el desarrollo to-
tal de la experiencia se tuvo en cuenta que los eventos
de oxidacion lipoproteica en presencia de protectores
se vuelven significativos a partir de las dos semanas, en
tanto que las reacciones de glicacién serian eventos
mds tempranos (7).

Se observo concordancia en la extensién de las mo-
dificaciones y en el comportamiento cinético de las
LDL aisladas por ambos métodos y sometidas a glica-
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Figura 4. Estudio in vitro de aterogenicidad de LDL aisladas por
precipitacion selectiva.
Los macrofagos RAW 264.7 se incubaron con LDL nativa o glicada.
Los resultados se expresaron como % basal y representan la me-
diatSEM, n=6. ** p<0,001; # p<0.01, * p<0,02 (las diferencias
son respecto a LDL nativa).

cion. Las diferencias para todos los analitos medidos
resultaron significativas en tiempos mds cortos que la
vida media de las LDL. Estos resultados indican que es-
tas determinaciones podrian aportar informacién dtil
acerca del riesgo aterogénico de LDL aisladas de sue-
ros de pacientes diabéticos. Los resultados de la ciné-
tica mostraron un comportamiento especular entre la
desaparicion de los grupos €-amino de lisina y el au-
mento de fructosamina, hecho esperable por tratarse
de moléculas de un mismo camino metabdlico (Reac-
cion de Maillard).

Por otra parte, el descenso porcentual de arginina
mas marcado respecto a lisina en los dias primero y fi-
nal de incubacién, fue comparable con experiencias de
otros autores que la investigaron empleando la ultra-
centrifugacién como método de aislamiento y la fluo-
rescencia para su determinacion (7). Este resultado po-
dria explicarse sobre la base de una mayor velocidad de
modificacion para arginina que para lisina en funcién
de la mayor concentracién de lisina sobre arginina en
la molécula de Apo B100 (356 lisinas vs. 148 argininas)
(13). Ademas, se ha descripto previamente que la for-
macién de oxoaldehidos en los procesos de glicacion
temprana potenciaria la actividad glicante, sin requerir
a la fructosamina como precursor y estaria predomi-
nantemente dirigida a los residuos de arginina (8).
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La disminucién de la fluorescencia a 280 nm, co-
rrespondiente al consumo de residuos de triptofano,
podria atribuirse a modificaciones en el entorno (28)
0, si hubieran ocurrido procesos oxidativos, a su trans-
formacion via quinurenina (29).

Los estudios en cultivos celulares permitieron de-
mostrar el aumento en la aterogenicidad in vitro de las
LDL glicadas obtenidas a partir de LDL precipitadas
selectivamente en comparacién con LDL nativas. Es-
tos resultados muestran que mientras las LDL glicadas
son rapidamente captadas (5 min) (Fig. 4) y produ-
cen la formacién de células espumosas (Fig. 3C), las
LDL nativas permanecen sin ser incorporadas por los
macroéfagos (Fig. 3B) hasta los 120 min de incubacién
(Fig. 4). Las observaciones microscopicas correlacio-
naron con los resultados de la cuantificacion del colo-
rante de lipidos intracelulares (Fig. 4). La captacién
de las LDL nativas a los 120 min de incubacién puede
deberse al hecho de que no se pueden descartar mo-
dificaciones oxidativas en las LDL nativas durante las
incubaciones en el medio de cultivo (al que se le eli-
minaron los protectores de oxidacién porque inter-
fieren en la formacion de las células espumosas segiin
lo descripto por Mori, et al (14)), hecho que permiti-
ria interpretar la aparicién de unas pocas gotas lipidi-
cas al cabo de 1 hora de incubacién, como puede ob-
servarse en la Figura 3B. Esta observacion también
podria deberse, ademds, a la existencia de mecanis-
mos inespecificos o poco conocidos.

Sin embargo, se puede inferir que no existen trans-
formaciones sustanciales en la molécula de LDL en el
medio de cultivo al menos hasta 1 hora de incuba-
cién, ya que no se observa incremento en la captacién
de LDL nativa en este periodo (Fig. 3). Estos resulta-
dos se hallan en concordancia con resultados previos
que indican que una vez glicadas, las LDL se convier-
ten en ligandos activos para los receptores scavenger,
los que ejercerian un rol fundamental en la acumula-
cion intracelular de colesterol esterificado, paso re-
querido para la formacién de células espumosas (30-
32), consideradas como la primera etapa en la
formacion de ateromas. Otro estudio reportado re-
cientemente sugiere, ademads, que la lipoproteina li-
pasa de los macrofagos facilitaria este proceso (33).
Adicionalmente, las LDL glicadas constituirian un
blanco preferencial para las modificaciones oxidativas
y asi contribuirian al mayor riesgo aterogénico del pa-
ciente diabético.

En conclusidn, este trabajo permite poner al alcan-
ce del laboratorio bioquimico clinico la posibilidad
de evaluar las modificaciones quimicas ocurridas en
las LDL por glicacion. Las concordancias halladas en-
tre el método de ultracentrifugacién y la técnica de
precipitacion selectiva, alientan futuras investigacio-
nes para abordar el estudio de las mismas a partir de
una poblacién de pacientes diabéticos.
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